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Verfahren zur Herstellung eines virussicheren 
biologischen Praparates 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines vi- 
russicheren biologischen PrSparates durch Erhitzen unter Erhal- 
tung von mindestens 50% der biologischen Aktivitat, sowie die 
Anwendimg des Verfahrens zur Erhohung der Virussicherheit eines 
biologischen PrSparates. 

Unter biologischen PrSparaten versteht man Prfiparate biologi- 
schen Ursprungs, die beispielsweise aus KOrperf liissigkeiten, wie 
Blut, Oder aus Zellkulturen gewonnen werden konnen. Durch den 
Kontakt mit potentiell infektiSsem Material besteht bei derarti- 
gen Produkten die Gef ahr der Kontamination durch infektiose 
Agentien. 

Das Risiko der Ubertragung von Viren durch Blutprodukte ist be- 
kannt. Unter Blutprodukten werden Produkte aus menschlichem Oder 
tierischem Blut, bzw. Plasma verstanden, die zur therapeuti- 
schen, prophylaktischen oder diagnostischen Anwendung bestimmt 
sind- Solche Produkte kOnnen Enzyme, Proenzyme einschlieBlich 
Gerinnungsfaktoren, Enzyminhibitoren, Immunglobuline, Albumin, 
Plasminogen, Fibrinogen, Fibronectin oder Plasma enthalten. 

Es ist eine umfangreiche Literatur vorhanden, die sich rait der 
Inaktivierung von infektiSsen Agentien durch Erhitzen von 
Blutprodukten befaBt. Die verschiedenen Verfahren umfassen: 

- Erhitzen der Blutprodukte in wasseriger LSsung in Anwesenheit 
von Stabilisatoren, 

- Erhitzen der Blutprodukte in trockenem Zustand, 

- Erhitzen der Blutprodukte in festem, nassem Zustand. 

Das Bestreben bei alien diesen Inaktivierungsverf ahren geht da- 
hin, die potentielle Infektivitat der PrSparationen zu beseiti- 
gen, ihre biologische Aktivitat aber weitgehend zu erhalten. 



Durch Erhitzen der Blutprodukte werden sowohl membranumhullte 
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als auch nicht-membranumhullte Viren angegrlffen. Dies bedeutet 
einen wesentlichen Vorteil gegenuber solchen Veirfahren, die nur 
au£ der- membransolubilisierenden Wirkung von Tensiden und gege- 
benenfalls von organischen Losungsmitteln beruhen. 

Ein Verfahren zur Behandlung von biologisehen und pharmazeuti- 
schen Produkten durch die Behandlung mit Amphiphilen (Tensiden) 
ist bei einer Teraperatur zwischen 4«C und 37 in der 
EP 0 050 061 beschrieben. Diese Behandlung zielt auf die Inakti- 
vierung von Hepatitis B-Viren und non-A, non-B Hepatitis-Viren 
( membranumhulll: ) ab . 

Gleichfalls werden wasserige Proteinlbsungen gemaB dem Verfahren 
der EP-0 278 487 mit bis zu 2 g/100 ml eines nichtionischen 
Detergens versetzt und anschlieBend bei niedriger Temperatur, 
^ beispielsweise 4-C, solange inkubiert, bis ein virusinaktivie- 
render Effekt erzielt wurde. 

Diese Behandlung mit Detergentien hat jedoch den Nachteil, daB 
sie lediglich auf membranumhiillte Viren abzielt: Wenn ein Ten- 
sid in einer Konzentration uber der mizellbildenden Konzentra- 
tion (CMC) vorliegt, werden lipidhaltige Membranen solubilisiert 
und das Virus inaktiviert. Demgegenuber werden Viren, die an 
sich keine lipidhaltige Membran aufweisen, wie z.B. Hepatitis A- 
Virus, die aber in Lipidvesikeln eingeschlossen sein konnen, 
durch eine Tens idbehand lung freigesetzt und damit aktiviert an- 
stelle von inaktiviert ( siehe dazu Manucci PM et al. (1992), The 
Lancet 339, 819 "Outbreak of hepatitis A among Italian patients 
with haemophilia" ) . 

Oberfiachenaktive Mittel werden gemaB der EP-0 124 044 in einer 
Menge von 0,01 bis 0,5 Gew.% gemeinsam mit einem Polyol und 
einem chelatbildenden Mittel zu einer f ibronectinhaltigen Losung 
zugesetzt, die bei einer Temperatur von 50 bis 70'C warmebehan- 
delt wird. Die geringen Mengen an oberf lachenaktivem Mittel 
schUtzen Fibronectin vor Denaturierung durch Scherkrafte. 

Ebenso werden Detergentien als Losungsvermittler gemeinsam mit 
virusinaktivierenden Mitteln ( Glycyrrhizin-Triterpenoid-Verbin- 
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bindung) zu Blutplasma zugesetzt, welches bei einer Temperalrur 
bis zu 6p*C gehalten wird (US-PS 5 186 945). Urn eine gewunschte 
oberf lachenaktrive Wirkung zu erzielen, warden sehr geringe Menge 
an nichtrlonischen Detergentien eingesetzt, etwa in einer Konzen- 
tration von 0,001 bis 5 Gew,%. Der Vorteil der Verwendung dieser 
geringen Detergensmengen liegt darin, daB diese nicht entfernt 
werden miissen. 

Es ist: wei-ters in der EP-0 131 740 beschrieben, daS ein Verfah- 
ren zur Inaktivierung von Viren in einer Losung mil: organischen 
I«&siingsmit:t:eln bei einer Temperatur von 0 bis 70 ^'C durchgefuhrt 
werden kann. Als Benetzungsmittel kommen dabei 0,001 bis 10 
Gew.% Det:ergen1:ien zum Einsatz. Jedoch ist es erf orderlich, die 
labilen Proteine bei Erhitzen der Losung zu strabilisieren. Damit 
werden aber nicht nur das labile Protein stabilisiert , sondern 
auch die Vizniskomponenten • 

Als Hitzebehandlung von Blutprodukten in festem Zustand hat: sich 
das Verfahren der EP 0 159 311 bewahrt. Dabei werden Blu"tproduk- 
t:e lyophilisiert, auf einen Gehall: an Wasser, Methanol, oder 
Ethanol von mehr'als 5 Gew.% und weniger als 70 Gew«% einge- 
stellt und in einem geschlossenen Behalter bei einer Temperatur 
in einem Bereich von 50 bis 121 **C erhitzt- Durch dieses Verfah- 
ren werden sogar resistente Viren, wie Vacciniavirus , abget:5t:et: . 
Die Virusinaktivierung erfolgt in diesem Fall sehr langsam, so 
daS eine sehr lange Erhitrzungsdauer bzw, eine sehr hohe Tempe- 
ratur verwendet werden muB. 

Zur ErhOhung der Ef f ektivitat dieses Verfahrens wird das Verfah- 
ren gemaB der EP 0 324 729 vorgeschlagen. Dabei werden Blutpro- 
dukte in festem, nassem Zustand in Gegenwart von organischen 
Verbindungen erhitzt. Der Wasseranteil verbleibt zum grGBten 
Teil am Blutprodukt physikalisch gebunden, wahrend die organi- 
sche Verbindung in Gasform in der Atmosphare vorhanden ist, Als 
organische Verbindungen eignen sich Ethanol, Essigs^ureethyl- 
ester, Diethylether , Chloroform und dergleichen. Nach erfolgter 
Inaktivierung mussen die organischen Verbindungen vom Blutpro- 
dukt abgetrennt werden. Das verbesserte Verfahren bewirkt, daB 
das Vacciniavirus bereits nach wehigen Stunden Erhitzungsdauer 
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bei 60**C inaktiivlerl: ist. 



Ein Verfahren zur Inaktivierung von Viren in einem Produkt, das 
an eine feste Phase adsorbiert ist, ist in der EP-0 197 554 be- 
schrieben. Das adsorbierte Produkt wird mil: einem virusinakti- 
vierenden Mittel in Kontakt gebracht, worauf die feste Phase ab- 
getrennt und gewaschen wird. Zuletzt wird das Produkt wieder de- 
sorbierl:- Als virusinaktivierendes Mittel ist unter anderem eine 
amphiphile Substanz beschrieben, die anionisch, kationisch, 
zwitterionisch und nichtionisch sein kann. Die Behandlung kann 
jedoch nur bei einer Tempera tur von 0 bis 50**C vorgenommen 
werden . 

Die Erfindung stellt sich zur Aufgabe, ein Verfahren zur Her- 
stellung eines virussicheren Praparates enthaltend ein labiles 
Protein durch Erhitzen zur Verfugung zu stellen, dessen Wirkung 
im Vergleich zu den bisher bekannten Hitzebehandlungen verbes- 
sert ist, wobei die biologische Aktivitat der Preparation im we- 
sentlichen erhalten bleibt. 

Resistente Viren, wie Vacciniavirus, sollen mbglichst rasch und 
vollstandig inaktiviert werden, urn die biologische Aktivitat des 
Praparates nicht unnt^tig zu vermindern. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaB durch ein Verfahren zur Her- 
stellung eines virussicheren biologischen Praparates durch Er- 
hitzen unter Erhaltung von mindestens 50 % der biologischen Ak- 
tivitat gelbst, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB dem Pra- 
parat vor dem Erhitzungsschritt ein Tensid zugesetzt und das Er- 
hitzen in Gegenwart desselben durchgefuhrt wird, worauf vorzugs- 
weise das Tensid entfernt wird. Es hat sich gezeigt, daB der Zu- 
satz eines Tensides zu dem Praparat vor der Hitzebehandlung die 
Wirksamkeit in synergistischer Weise erhoht, ohne die biologi- 
sche Aktivitat des Praparates wesentlich zu vermindern. Nach der 
Hitzebehandlung wird das Tensid vom Praparat abgetrennt. 

Als Tenside eignen sich vor allem biologisch vertragliche anio^ 
nische, kationische, nicht- ionische oder zwitterionische Amphi- 
phile. Tenside gelten im allgemeinen dann als biologisch ver- 
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■trSglich, wenn sie in der angewendeten Konzentration in einem 
st:andardisxert:en in vitro -Test Eryt:hrozyt:en nicht: lysieren ( sie- 
he Pape et al., Arzneim, -For sch. /Drug Res. 40, 498-502, 1990), 

Beispielsweise konnen Tenside aus folgenden Gruppen verwendet 
werden : 

PolYOxye-thylensdrbi1:anest:er ( Tween®-Verbindungen ) , 
Alkylphenolpolyethylenglykoletrher bzw. deren Formaldehydpolymere 
( Trit:on®-Verbindungen ) , 

Polyoxyethylen-polyoxypropylen-Blockpolymere ( Pluronic®- 
Verbindiingen ) , 

Alkylglucoside, wie z.B. Octyl-P-D-glucosid, 

saureamidderivate, wie z.B. Decanoyl-N-me1:hylglucamid (MEGA-10), 
anionische Tenside, wie z.B. Na-Desoxycholat;, 

kationische Tenside, wie z.B. Benzyl trimethylammoniurachlorid 
Oder Benzyldimet:hyl-2-hydroxyethylanunoniumchlorid , und 
zwittrerionische Tenside , wie z.B. N-Dodecyl-N ' , N-dime-thyl- 
ainmonio-3-propansulfonal: ( Sulf obetain SB12). 

Das Tensid wird in einer hohen Konzen1:rat:ion ent:sprechend einem 
VerhSl-tnis von Tensid zu Protein von mindeslrens 1 : 100, vor- 
zugsweise im Bereich von 2 : 100 bis 300 : 100, zugesetzt, wenn 
die Behandlung des Praparats in flussiger oder fester Form vor- 
genommen wird. Wenn das Praparat an einen festen Trager adsor- 
biert: worden ist: und die erf indungsgemaBe Hitzebehandlung am 
festen TrSger erfolgt, so kann die Behandlung bei noch hoheren 
Tensidkonzen1:rat:ionen, beispielsweise bis 98 Gew.%, vorgenommen 
werden . 

Die Erfindung umfaBt gleichermaBen ein Verfahren zum Erh5hen der 
Virussicherheit: eines biologischen Praparates unter Erhaltung 
von mindestens 50 %, vorzugsweise 80 % der biologischen Aktivi- 
trat;, insbesondere der Virussicherheit gegeniiber membranumhiillten 
und nicht -membranumhull ten Viren, wobei das Praparat in Gegen- 
wart eines Tensids in einer Konzentration von mindestens 1 
Gew.%, vorzugsweise mehr als 10 Gew.%, bis zu 98 Gew.% erhitzt 
wird . 
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Obwohl eine Virus-Inaktivierungsmetzhode mittels Tensiden im 
Stand der Tectmik lediglich als wirksam gegen membranumhullte 
Viren beschrieben wird, kann der gewunschte Effekt auch gegen 
nicht-membranumhullte Viren erzielt werden, wenn das erfindungs- 
gemSBe Verfahren durchgefuhrt wird. 

Naturlich eignet sich das vorliegende Verfahren auch zur Inakti- 
vieirung von Virusaggregatzen oder vesikularen Strukturen^ die 
Viren, beispielsweise Hepatitis A-Viren, beherbergen. 

Eine wesentliche Denaturierung von Proteinen im erf indungsgemaB 
erhitzten Produkt kann nicht festgestellt werden* Es war uber- 
raschend, daB hitzelabile Proteine durch die Anwesenheit von 
Tensiden sogar stabilisiert werden konnen. 

Daher eignet sich das das erf indungsgemaBe Verfahren viberra- 
schenderweise auch zum Stabilisieren eines biologischen Prapa- 
rats/ welches hitzelabile Proteine enthalt, wahrend einer Hitze- 
behandlung • 

MaBnahmen zur Erhaltung der biologischen Aktivitat wahrend einer 
Hitzebehandlung sind vor allem bei hitzelabilen Proteinen von 
Bedeutung, Eine Behandlung von hitzestabilen PrSparationen, bei- 
spielsweise einer Albumin-Praparation, ist jedoch weniger kri- 
tisch. Die Erfindung betrifft daher vor allem ein Verfahren zur 
Herstellung eines Praparates, ausgenommen ein Albumin- Praparat, 
das hitzelabile Proteine enthalt- 

Erf indungsgemaB k5nnen vor allem auch Praparate hergestellt wer- 
den, die labile plasmatische Proteine enthalten, wie Faktoren 
der Gerinnung, Fibrinolyse und Thrombolyse bzw. Proenzyme und 
Enzyme, oder deren Inhibitoren. 

Die erf indungsgemaBe Hitzebehandlung des Praparates wird vor- 
zugsweise in festem Zustand vorgenommen, kann jedoch auch in 
wasseriger Losung oder in Suspension erfolgen, 

Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm des Verfahrens wird so durchge- 
fuhrt, daB das Tensid dem Praparat in Losung zugesetzt wird, wo- 
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rauf dieses lyophilisiert und in lyophilisiertem Zustand hitze- 
behandelt wird, wobei die Hitzebehandlung dann bei wesentlich 
h5heren Temperaturen moglich ist* Die Hi1:zebehandlung erfolgt: 
vorlreilhafteirweise in festem, nassem Zus-tand, z.B, im lyophili- 
sierten PrSparat mit einem Wassergehalt von mehr als 5 Gew.% und 
weniger als 70 Gew.% in einem geschlossenen Behalter bei einer 
Temperatur von 50-121 **C mindestens 10 min lang^ bis die poten- 
zielle Infektziositat des Praparates beseitigt ist:, vorzugsweise 
1 bis 30 h bei 60 bis 80*C. 

Es kann beispielsweise auch eine wasserige L5sung enthaltend 
Blutgerinnungsfaktor XIII, erf indungsgemaS ohne Verwendung der 
iiblichen Stabilisatoren erhitzzt werden. 

Die Hitzebehandlung in L5sung oc^er Suspension wird bei einer 
Temperat:ur von 55 bis 65 ''C, vorzugsweise bei et:wa 60*C, und wah- 
rend einer Zeitdauer, die ausreicht:, eventuell vorhandene Viren 
zu inak-tivieren, durchgef Ohrt, vorzugsweise wShrend 2 min bis 
100 S1:unden, Am meisten bevorzugt wird eine Behandlungsdauer von 
30 min bis 30 Stunden. Die benotigte Zeitrdauer des erf indungsge- 
maSen Verfahrens kann mit: Hilfe von Modellviren, wie HIV, 
Sindbis-, Polio-, FSME- und Vaccinia-Virus in einem Vorversuch 
bestimml: werden. Ein vor dem Erhitzen zugesetztes Virus darf 
nach dem Erhitrzen nicht mehr nachweisbar sein. 

Das erhaltene PrSparat: zeichnel: sich durch seinen geringen An- 
teil an Denaturierungsprodukten aus, da trotz Erhit:zen minde- 
stens 50 %, vorzugsweise mindestens 80 % der biologischen Akti- 
vi-tSt des Praparates erhalten bleibt. Dabei konnte beobachtet 
werden, daB die nach dem Erhitzen von hochkonzentrierten Prapa- 
raten auftretenden Trubungen in einer Losung des Praparates aus- 
bleiben. Die Extinktion E^^q des erf indungsgemSB erhitzten Pra- 
parates betragt in einer Losung mit mindestens 5 Gew.% Protein- 
gehalt weniger als 0,1 (bei einer Schichtdicke von 1 cm, Refe- 
renz: Wasser). Als Ergebnis wird also ein in Lbsung optisch 
klares Produkt, weitgehend frei von Denaturierungsprodukten, 
erhalten, 

Es hat sich herausgestellt , daB der Zusatz eines L5sungsvermitt- 
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lers vox- dem erf indungsgemaBen Erhltzzen einer Losung vorteilhaft 
is-t. Einer Fakt:or Xlll-halliigen Losung kann beispielsweise Argi- 
nin zugesetzt: warden, um den Effekt der Tensidwirkung auf die 
Reduktion der Triibungsbildung zu verstarken. 

Auf einen Zusatz xiblicher Stabilisatoren, wie z.B. Polyole und/ 
Oder Aminosauren Oder der en Derivate, kann weitgehend verzichtet 
werden. Dies hat den Vorteil, daB die Virus inak-biviemng rascher 
erfolgt: und die Ef f ektrivitat der Hitzebehandlung wesentlich bes- 
ser is-t. Die Entf ernung der liblichen Stabilisatoren ist uberdies 
aufwendig und kann somit vermieden werden. 

Durcb die hervorragende viruzide Wirkung der hochkonzentrierten 
Tenside kann auf die Verwendung organischer Losungsmittel ver- 
zichtel: werden. Das erf indungsgejnaB behandeltie PrSparat: enthStll: 
daher keine toxischen Spuren an organischen Losungsmitteln. 

Eine weitrere Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemaBen Verfahrens 
beinhal-tet: den Zusatz von Kohlenhydraten zum biologischen Prapa- 
rat, wodurch die Hydratisierung vorhandener Proteine auch nach 
Lyophilisierung gewahrleistet ist. So kann z.B, Saccharose oder 
Sorbit: zur Hydratisierung von Proteinen im Praparat zugesetzt 
werden . 

GemaB einem weiteren Aspekt der Erfindung wird die virusinakti- 
vierende Hitzebehandlung an einem an einen festen Trager adsor- 
bierten Pr^parat vorgenommen, wobei das adsorbierte Praparat 
beim Erhitzen in einer Losung eines Tensids suspendiert ist. 
Nach Erhitzen kann das virusinaktivierte Praparat in bekannter 
Weise vom Trager getrennt werden, Blutf aktoren, wie Faktoren des 
Prothrombinkomplexes , werden beispielsweise an einem lonenaus- 
tauscher oder an eine Af f initatsmatrix adsorbiert und in einer 
wasserigen Losung in Anwesenheit hoher Tensidkonzentrationen 
suspendiert und erhitzt. 

Das Tensid kann vorzugsweise vom Praparat durch geeignete MaB- 
nahmen, wie Dialyse, chromatographische Reinigungsmethoden (z.B. 
durch lonenaustauscher-Chromatographie ) oder Proteinf allung ab- 
getrennt werden. Beispielsweise kann das behandelte Praparat an 
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einem festen TrSger adsorbiert und tensidfrei gewaschen werden 
Die Prazipitation der zu prfiparierenden Proteins mit FSllungs-* 
mitteln, wie Ethanol, Anunoniumsulfat Oder Polyethylenglykol die 
FlUssigphasenextraktion oder die Phasentrennung durch Zusatz von 
bestimmten Substanzen, wie Mischungen von Salz und Polyethylen- 
glykol Oder Ibslichem Dextran, sowie die Festphasenextraktion 
von Tensid an CIS-Material ("reversed phase chromatography") 
sind gleichermaBen geeignete Methoden zur Abtrennung zumindest 
des GroBteils an Tensid vom Prfiparat. Durch die geeigneten MaB- 
nahmen zur Entfemung des Tensids wird die Tensidkonzentration 
im Praparat vorzugsweise auf weniger als 0,1 Gew.%, am meisten 
bevorzugt weniger als 0,01 Gew.% reduziert. 

Die Verbesserung der Wirkung einer Hitzebehandlung durch die An- 
wesenheit von Tensiden ist iiberraschend . Aus der EP 0 345 246 
ist ein Tensidzusatz zu einem Gewebeklebstof f-Lyophilisat ledig- 
lich zur Verkarzung der Rekonstitutionszeit bekannt. Dabei wer- 
den sehr geringe Konzentrationen von nachweislich toxikologisch 
unbedenklichen Tensiden verwendet. Das Tensid wird entweder im 
Lyophilisat inkorporiert oder dem Lyophilisat zugesetzt, welches 
gelest werden soli. Das Tensid verbleibt hier also im lyophili- 
sxerten Praparat und wird nicht abgetrennt, bzw. sogar dem Pra- 
parat zugesetzt. Dadurch ist die Wiederauf 16sbarkeit des Lyophi- 
ixsates wesentlich verbessert, gemessen an der Rekonstitutions- 
zeit. Eine verbesserte virusinaktivierende Wirkung wird nicht 
beobachtet. 

Die verbesserte Wirkung einer Hitzebehandlung kann gezeigt wer- 
den, wenn sehr geringe Tensidmengen in einer wasserigen LOsung 
verwendet werden, welche per se nichtinaktivierend auf Viren 
wirken. Es kann also ein Virustiter in Gegenwart von Tensiden 
exngestellt werden, der erst durch die Hitzebehandlung elimi- 
niert wird. 



Dxe synergistische Wirkung des erf indungsgemaBen Verfahrens ist 
dann of f ensichtlich, wenn die Kinetik der Virusinaktivierung 
durch die Hitzebehandlung mit und ohne Tensidgehalt im Praparat 
mxtexnander verglichen wird. Modellviren, wie Vacciniavirus 
Sxndbis Oder SIV (Simian Immunodeficiency Virus), werden in Ge- 
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genwart: von an .ioh vnwirK.a^en Mengen an Tensidan wahrand einar 
L«abehandlung von Blu^produ^an in fasten., nassam .us,:and 
raschar inaktiviart als vShrand dar Hitzebchandlung des Prapara- 
tes ohne Tensidgehalt . Modellviren, die dem PrSparat zugesetzt 
werdan, sind u«ar gaeignetan Bedingungen bareit^ nach 10 nu.n 
jadenfalls abar nach ainer Stunde erf indungsgemaSer Hitzebehand- 
lung abgetotiet: • 

Der synergis^ische Effect von Tensiden w^hrend einer Hit:zebe 
^andlung Konn1:e nich. erv^artet «erden. Die solubilxsxerende W.r- 
kung von Tensiden auf Membranproteine ist n^lich weitgehend von 
der Temperat:ur unabhangig. in der Fachwelt: bestand die Meinung, 
daB eine bestinunte Konzenl:ral:ion eines Tensides entweder virus- 
inaktivierend wirkt oder nicht, unabhangig von der Temperatur. 

Auch wenn ein synergistischer Ef fekt me1:hodenbedingt: nur dann 
beobachtzet werden kann, wenn eine Tensidkonzentration per se 
nicht virusinaktivierend wirkt (bei einer Konzent:ration unter- 
halb der CMC), so ist dieser Effekt selbstverstandlich auch bex 
hSheren Tensidkonzentrationen vorhanden. 

Die Erfindung wird durch die nachf olgenden Beispiele weiter be- 
schrieben: 

B e i s p i e 1 1 : Hitzebehandlung einer Faktor Vlll-Prapara- 
tion in Gegenwart von octyl-B-D-glucosid. 

Eine Faktor VlH-hSltige Preparation wurde gemaB der AT 391 808 
hergestelll:- 

2 7 ml einer Losung der Faktor Vlll-haltigen Preparation (30 mg 
protein/ml) wurden mit 0,3 ml einer vacciniavirussuspension ver- 
mischt und der Losung 0, 3 bzw. 15 mg Octylglucosid zugesetzt 
(0 0 1 0,5 Gew.%). Das Verhaltnis Tensid zu Protein betrug 
4-lOo'bzw. 19:100. Das Gemisch wurde lyophilisiert , auf einen 
Wassergehalt von 30 Gew.%, 20 Gew.%, 10 Gew.% bzw. ^1 Gew.% 
(trocken) eingestellt und 10 Stunden lang bei 60 »C erhitzt. Der 
Virustiter wurde Jewells nach 0, 1, 3 und 10 Stunden bestimmt 
Ebenso wurde die spezifische Aktivit.t des Faktor VIII vor und 
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nach der Hitzebehandlung bestinunt. Die Ergebnisse der Virusinak- 
tivierung, sowie die Restaktivitaten nach den Hitzebehandlungen 
sind in Tabelle 1 angefiihrt. 

Das Tensid wurde durch chroma tographische Reinigung des Faktor 
VIII unter Verwendung eines Anionenaustauschers entfernt. 

Beispiel 2: Hitzebehandlung einer Faktor Vlli-Prapara- 
tion in Gegenwart von Triton® X-100 

2,7 ml der Faktor Vlll-hSltigen Losung aus Beispiel 1 wurden mit 
0,3 ml einer Vacciniavirussuspension versetzt und der Losung 
15 mg Triton® x-100 (0,5 Gew.%) zugesetzt. Das VerhSltnis Ten- 
sid zu Protein betrug 19:100. Die LQsung wurde lyophilisiert und 
ein Wassergehalt von 20 Gew.% eingestellt. Danach wurde eine 
Hitzebehandlung bei 60 »C vorgenommen. Der Virustiter wurde nach 
0, 1, 3 und 10 Stunden bestimmt. Ebenso wurde die spezifische 
Aktivitat des Faktors VIII bestimmt. Die Virusinaktivierung bzw. 
Restaktivitaten sind aus Tabelle 2 ersichtlich. 

Das Tensid wurde durch chroma tographische Reinigung des Faktor 
VIII unter Verwendung eines Anionenaustauschers entfernt. 

Beispiel 3: Hitzebehandlung einer Plasminogenprapara- 
tion in Gegenwart von 2wittergent® 3-10 

1,8 ml einer LOsung enthaltend Lys-Plasminogen, hergestellt nach 
dem Verfahren der AT 391 801 wurden mit 0,2 ml einer Vaccinia- 
virussuspension vermischt, und der LOsung 10 mg Zwittergent® 
3-10 (0,5 Gew.%) zugesetzt. Das Verhaltnis Tensid zu Protein be- 
trug 1:100. Das Gemisch wurde lyophilisiert und auf einen Was- 
sergehalt von 15 Gew.% eingestellt. Danach wurde auf SO'C er- 
hitzt und der Virustiter nach 0, 1, 3 und 10 Stunden Dauer der 
Hitzebehandlung bestimmt. Ebenso wurde die spezifische Aktivitat 
vor und nach der Hitzebehandlung bestimmt. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle 3 angefuhrt. 



Das Tensid wurde durch Dialyse entfernt. 
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Beispiel 4: Hitzebehandlung einer Prothrombinkomplex- 
PrSparation in Gegenwart von Tween 80 

Eine Prothrombinkomplexf aktorenpraparation wurde nach der Metho- 
de von Brununelhuis ("Methods of Plasma Protein Fractionation", 
J, M. Curling (ed*)/ S 117ff, Acad. Press, 1980) hergestellt. 
1,35 ml einer LOsung dieser Preparation wurden mit 0,15 ml einer 
Sindbisvirussuspension vermischt und der Losung 75 mg Tween 80 
zugesetzt (5 Gew,%). Das Verh^ltnis Tensid zu Protein betrug 
5:100. Das Gemisch wurde lyophilisiert und ein Wassergehalt von 
9 Gew.% eingestellt. Die Hitzebehandlung wurde bei 60'C bzw. 
80 *C durchgef Uhrt . Der Virustiter wurde nach 0, 1, 3 und 10 
Stunden Dauer der Hitzebehandlung bei 60 *C bestimmt, sowie nach 
einer weiteren Stunde Hitzebehandlung bei 80 ''C bzw. in einem 
weiteren Ansatz nach 20, 40 und .60 Minuten bei 80 Die spezi- 
fische AktivitSt wurde vor und nach der Hitzebehandlung be- 
stimmt, die Ergebnisse sind in Tabelle 4 angefuhrt. 

Das Tensid vmrde durch chromatographische Reinigung des Pro- 
thrombinkomplex unter Verwendung eines Anionenaustauschers ent- 
femt . 

Beispiel 5: Hitzebehandlung einer Fibrinogenpraparation 
in Gegenwart von MEGA- 10 

Plasma wurde nach Cohn fraktioniert und die Cohn I-Fraktion ent- 
haltend Fibrinogen hergestellt. 1,8 ml einer Losung dieser Frak- 
tion wurden mit 0,2 ml einer Vacciniavirussuspension vermischt 
und der L5sung Decanoyl-N-methylglucamid (MEGA-10) zugestzt, so 
daB dessen Konzentration in Losung 0,2 Gew.% betrug. Das Ver- 
hSltnis Tensid zu Protein betrug 2,5:100. Das Gemisch wurde lyo- 
philisiert und ein Wassergehalt von 10 Gew.% eingestellt. Das 
Lyophilisat wurde 10 Stunden lang auf 60**C und anschlieBend 3 
Stunden auf 80 erhitzt bzw. in einem weiteren Ansatz 3 Stunden 
lang auf 80 *C. Der Virustiter wurde nach 0, 1, 3 und 10 Stunden 
Dauer der Erhitzung (60''C) bestimmt, sowie nach weiteren 3 Stun- 
den {80**C). Ebenso wurde der Virustiter nach 1, 2 und 3 Stunden 
Dauer der Erhitzung (80*'C) bestimmt. Die spezifische Aktivitat 
des Fibrinogens wurde als gerinnbares Material pro Volumseinheit 
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vor und nach der Hitzebehandlung bestimmt. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle 5 angefuhrt:. 

Das Tensid wurde durch Fallung des Fibrinogens mit: Glycin ent- 
f ernt . 

Beispiel 6; Hitzebehandlung einer Thrombinpraparation 
in Gegenwart von 0,5 % 0ctyl^6-D-glucosid 

Eine Thrombinpraparatzion wurde nach dem Verfahren der Osterrei- 
chischen Anmeldung A 2183/91 hergestellt* 

1,8 ml einer L5sung dieser Thrombinpraparation wurden mit 0,2 ml 
einer SIV-Suspension vermischt und der Losung 10 mg Octylgluco- 
sid zugesetzt (0,5 Gew.%). Das Verhaltnis Tensid zu Protein be 
trug 10:100. Das Gemisch wurde lyophilisiert und ein Wasserge- 
halt von 10 Gew*% eingestellt. Die Hitzebehandlung wurde bei 
einer Temperatur von 60 *C durchgefuhrt- Die spezifische Aktivi- 
tat wurde vor und nach der Hitzebehandlung bestimmt. Der Virus- 
titer wurde jeweils nach 0, 1, 3. 6 und 10 Stunden Dauer der 
Hitzebehandlung bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 ange- 
fuhrt • 

Das Tensid wurde durch chromatographische Reinigung des Throm- 
bins an einem Anionenaustauschers entfernt. 

Beispiel 7: Hitzebehandlung einer Cl-Esterase- Inhibitor 
Praparation in Gegenwart von 0,5% Octyl-B-D-glycosid 

Ein Cl-Esterase-Inhibitor Praparat wurde nach dem Verfahren von 
Vogelaar et al (1973) Vox Sang. 26, 118-127 hergestellt, 

1,8 ml einer Losung dieses Praparates wurden mit 0,2 ml einer 
Vacciniavirussuspension vermischt und der Losung 10 mg Octyl- 
glucosid zugesetzt (0,5 Gew.%). Das Verhaltnis Tensid zu Protein 
betrug 12,5:100. Das Gemisch wurde lyophilisiert, ein Wasserge- . 
halt von 15 Gew.% eingestellt und auf 60**C erhitzt. Der Virusti- 
ter wurde jeweils nach 0, 1, 3, 6 und 10 Stunden Dauer der 
Hitzebehandlung bestimmt. Die spezifische Aktivitat wurde vor 
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una n,oh dsr Hi^zebehandlung b..ri».«. Di- Ergebnisse .ind in 

Tabelle 7 angefuhrt. 

Der Cl-Es«rase Inhibitor wurde an DEAE-Sephadex adsorbiert und 
solangs mit einem Puffer gewaschen. bi. er frei von Tensid «ar. 

Oie in den TabelXsn 1 bis 7 darges«llten Versuchsergebnisse 
.sigen deutXich. daB eine wesentlicb erh5hte Oe.ch„indigKeit dar 
XnaLivierung von Viren bai Anwandung des erf indungsga^aSan Ver- 
fahrens gaganUber dar HitzebahandXung ohna Tansxd auftritt. 

Die untarschladXiche Nachwaisgranza dar Virustitar bei dam var- 
fahransverglaioh ergibt sich aus dar wahl dar Nachwaismathcda, 
„exche duroh die Anwasenhait von Tan^iden badingt T>..s. 

J c-h in diesem Zusanunennang aoer 

unterschiedliche Nachweisgrenze xst in aiesem 

nicht: von Belang, 
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. „ 1 e 1 8- Hl^ebsnandlung von an lonenausrau.cher ge- 
^ ' .kt!vierte» PrcthrombinKomple. (FEIBA) in Geganwar,: von 

Tween-80 ( Inaktivierung von Vaccinia-V.rus ) 

w . ^ rra Pharmacia) wurden 15 min bei Raum- 

" - r:: r^suia von 30 ,n n.cx was.e. .u. 

te».peratur ma.t 1 n.X ein Zentrifugation 
Quellung InHubiert. Danaoh -^'^f^^^^ =^ 

g;.1a!;°La..2H,0, 7 g/1 HaO. wo.ei .benfaXIs re.u.pen- 
diert und zentrrifugiert wurde. 

.1 ™. 

schen mit einem Puffer (9 g/1 Na.HPO, .2H3O, 



f ernt . 



oer pufferfeuows GaX-Protaln^o^plex «urda nun ... 1 .1 -ver 
aLL T„een-80 10 .in bei 60-C suspenaiert, „obe. --r 0 1 - 
einar vacciniaviru.su.pcnsion .uge.s.zt wurden. Der V-usti«r 

r K 4 6 8 und 10 min bestinunt. Die Suspension des 
wurde nach 2, i, t>, o unu rftsuna von 

Cel-Proteinkcplexes in Tween-80 wurde dann ... 
30 g/1 NaCl in Wasser 1:10 verdUnnt. Dabex wurde ^^^^^^^ 

1 Gel eluier-t. Das Tensid wurde aus dieser L5sung xn bekannter 
vom Gel eluxeri:. P«-tracti-Gel™D Detergent Removing 

Weise durch Adsorption mit Extracti ^.ea. y ^ n 

Weise dur ^^^^^nt Die Losung wurde nun gegen destxl- 

nc^i (vpi Pierce) en1:rernx. ux^ lj^^ ^ ^, 
Gel (Fa. Pxe ; einqefroren und lyophilisiert . Nach 

liertes Wasser a y FEIB-Aktivitat gemaB 

Rekonstitution des Lyophxlxsats wurde 

der AT-350726 bestimmt. 

Kon«olle dienten eine ebenso hergestellte Preparation von 
;,IBrverse..t n,it virus, .edoch obne eebandlung .it beiBe. 
Tensid sowie eine Preparation obne Tensid- und Hit.ebebandlung . 
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Die Analysenergebnxsse sind Tabelle 8 zu entnehnien. 

TABELLE 8 
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. i . o i e 1 9 : Hit:zebehandlung von an lonenaus1:auscher ge- 
LLlnL a...v.er.en P.o...o..in.o.pXe. (KEXBA) .n Oegenwar. von 
Tween-80 ( Inaktivierung von FSME-Viren) 

PHIBA wurde analog zu Beispiel 8 herges.ellt. Zur Behandlung des 
Virustiter wurde nach 0,5, 1, ' 

viiuai- c«i,.a-t- wurde wie in Beispiel 8 be- 

stinunt- Die FEIB-Aktivitat im Eluat wurde, 

schrieben, bestimmt. 

MS Kontrolle aier>ten wieder eine eb.nso herges«llte Pr^para- 
Als Kontroixe jedoch ohne Behandlung mit 

tion von FEIBA, versetzt mit Virus, jea 

Tensid. so„i« .ine ebensolchs Preparation ohne T„een-80- und 

Ohne Hitzebehandlung . 



Die 



Analysenergebnisse sind Tabelle 9 zu entnehmen. 
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TABELLE 9 
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n . i s o i e 1 10 : Hitzebehandlung von an lonenaustauscher 

w in Geqenwart von Tween-80 ( Inakti- 

gebundenem Prothrombinkomplex m Gegenw 

vierung von Vaccinia-Viren) 

30 ml frisoh gefrorenes m^schliches citratplasma wurden b«i 0 
bis .4-C aufgetaut und das dabei anfallende Kryoprazipxtat durch 
Zentrifugation bei .2-C abgetrennt. Der daraus resul^ierends 
"KryoUberstand- wurde mit 2 IE Heparln/ml verset«. Danach «urds 
die L6sung der Proteine des Prothrombinkomplexas mit 0.5 ..g 
DEAE-Sephadex A-SO (Fa. Pharmacia, pro Milliliter adsorb.ert. 
Der Gel-Proteinkomple. wurde von der LOsung abgetrennt u"^ Je- 
wells n,it einem Puffer 1 (4 g/1 Na,Citrat.2H,0. 7 g/1 NaCl 
9 g/1 Na3HPO,.2„,0. 500 IE „eparin/l, pH 7,5) und anschlreBend 
.it puffer 2 (4 g/1 Na3Cltrat.2H,0/l,7 g/1 NaCl. 500 IE Hepa- 
rln/1, pH 7,5) gewaschen. 

Das gewaschene Gel wurde nun zur virusinakl:ivierung mit 1 ml 
Tween-80 10 min bei 60-C suspendierl:. Der Tensidie^sung wurden 
0 1 ml einer vacciniavirussuspension zugesetzl:. Der Virustxt:er 
v^rde nach 2, 4, 6, 8 und 10 min bestimml:. Die Suspension des 
Gel-Proteinkomplexes in Tween-80 wurde anschlieBend mil: exner 
^asung von 1 g/1 Na3Ci.rat . 2H,0, 30 g/1 NaCl, 1000 IE Hepar.n/1, 
PH 7 0 l:10 verdunnt. Dabei wurde der Prothrombinkomplex elu- 
ien:' Das Tensid aus dieser L5sung wurde in bekannt:er Weise 
durch Adsorption mil: Extracti-Gel™ D De1:ergen1: Removing Gel ^ 
(Fa Pierce) entfernt. Die Prothrombinkomplex enthaltende Losung 
wurde gegen einen Puffer, enthaltend 4 g/1 Na3Ci1:rat .2H,0 und 
8 g/1 NaCl, pH 7,0, umgepuffert und lyophilisiert . 

in. rekonstituierten Prothrombinkomplex wurde der Proteingehalt , 
sowie die Gerinnungsfaktoren II, VII, IX und X bestimmt. 

Als Kontrolle dienten ein wie oben beschrieben hergestellter 
prothrombinkomplex, Jedoch ohne Tensidbehandlung , sowie exne 
Preparation ohne Tensid- und Hitzebehandlung . 



Die 



Resultate sind Tabelle 10 zu entnehmen. 
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TABELLE 10 
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- ^ 1 11- Hitzebehandlung von an lonenausl:auscher ge- 
lL:^:.r..^ro...:^o..... in Oe..n„,« von .„een-SO , X„a..i- 
vierung von FSME-Viren) 

P^othromblnKomplex wurde analog .u Beispiel 10 hergestellt Zur 
elLndlung des puf ferf.uohten GelprotelnKo.ple.es ..t unverdunn- 
uenanux y . , einer FSME-Virus suspension zu- 

te. Tween-SO wurden ^edoch 0.1 ml exner 2. 3. 4, 7 und 

aesetzt. Der virustiter wurde nach 0,5, 1, ^, , 

.^sti™*. X. reKons.«uler.en P.o.nro..™ie« wurde 
der Protemgehalt, sowie die CerlnnungsfaKtoren II, VII. IX und 
X bestiimnt:. 

Als Kontrolle dienten ein, wie oben beschrieben hergestellter 
Prothrombinkomplex, jedoch ohne Tensidbehandlung, sow.e e.ne 
Praparation ohne Tensid- und Hitzebehandlung - 



Die 



Resultate sind Tabelle 11 zu entnehmen. 



wo 94/13329 



^ CO 



3 00 



CO *-« 



— P 



PCT/AT93/00191 

- 29 - 



TABELLE 11 
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Chen Menge einer ci«atha»igen Puf £eriasux.g. pH 7 0 ,13^4 g/1 
Ha Cltrat.2H,o, 29 g/1 NaCl. 20 000 KIE Aprotin.n/X) gelost 

! h(« iBur 16 %iaen Sattigung (bei 

Nach Zusatz von Amooniumsulfat bis zur 10 .ig » „h •> h 

^Ite^peratur) »urde auf 4-C abgektmlt and das Gem.sch ncch 2 h 
~ O.. en«.ande Klede.scnlag wurde .i. der P"-™ 
geiost und die FSllung mil: AM»cniu.sulfat e.nmal w.ederholt. 

oer NiederschXag vurde in einer ci«atbaltigen PufferiSsung pH 
7 0 (5 9 g/1 Na,Ci«at.2H,0. 7 g/1 NaCl. 100 KIE Aprotinin/l) 
gexalt'und 10 nln au* Sa-C erbit... Der en.s.andene Niederscblag 
aus denaturierte. Fibrinogen wurde abzen,:ri£ugiert Der H.«e- 
fallungsuberstand wurde duroh Fallung mit 3,5 Gew.^ PEG "OOO 

Tn Beglei.proteinen befrei.. AnscblieBend wurde der Fa..or 
XIII durch zugabe von PEG 4000 bis zu einer Konzen«a*ion von 10 
L.» bei 4.C ausge£«l., durch zentrifugieren abgetrennt und in 
!^25 des ursprunglichen volumens eines 0,1 gev,.%igen Na«ium- 
citratpuffers (pH 7,0) gelGst. 

Hie spe.ifisohe A^.ivi«. be«ug 21 E FaK«r xlll/mg P-^^^- 
Oie llsung wurde ge.eiX. und sin TeiX .i. X Gew.» Tween 80 ver- 
set... Beide L5sungen wurden 6 h Xang auf 60-C erhi.z. Die FaK 
tor Xlll-Restaktivitaten nach 6 h Erhitzen betrugen 82 < ohne 
Tensidzusatz und 84 % mit Tensidzusatz . 

B e i s p i e X ■ X3: BeispieX 12 wurde mit verschiedenen Tensi- 
den in unterschiedlichen Konzentrationen wiedarhoXt <Erhitzen: 
4 h, 60°C). 
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TABELLE 12 

Erhitzen einer Faktor Xlll-haltigen Liisung in Anwesen- 

heit von Tensid 



Tens id 


Konzentration 


FX I II -Res t akt i vi t a t 




Gew.% 


% 


Tween 80 


15 


97 


Triton X-100 


15 


91 


Pluronic P 85 


10 


96 



Die Beispiele 12 und 13 zeigen, daS eine Hitzebehandlung von 
Faktor XIII in Gegenwart von Tensiden durchgefUhrt werden kann, 
ohne grOBere Verluste an Faktor Xlll-Aktivitat in Kauf nehmen zu 
mtlssen. 

Das folgende Beispiel 14 illustriert die iiberraschend verbesser- 
te Inaktivierungskinetik eines Modellviiois durch eine Hitzebe- 
handlung in Gegenwart eines Tensids im Vergleich zur Hitzebe- 
handlung ohne Tensidzusatz : 

Beispiel 14: Inaktivierung eines Modellvirus (Sindbis) 
in einer Faktor Xlll-haltigen LGsung in Anwesenheit bzw. Abwe- 
senheit eines Tensids 

Eine Faktor Xlll-haltige LOsung entsprechend Beispiel 12 wurde 
geteilt und ein Teil mit 0,3 Gew.% n-Octylglukosid versetzt. 

Beide LOsungen wurden auf 60 "C erhitzt, mit 10 Vol.% einer 
Sindbis-Virus-Suspension versetzt (Start der Virusinaktivie- 
rungsreaktion ) und bei 60 "C weiter inkubiert. In bestimmten 
Zeitabstanden wurden Proben gezogen und der Virustiter bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 13 zusanunenge- 
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TABELLE 13 

Virusinaktivierung in einer Faktor Xlll-haltigen 
LSsung mit und ohne Tens id bei 60 »C 




Dauer des Erhitzens 
auf 60°C (Minuten) 



1,5 



v-t-rustiter (loglO! 



ohne Tens id 



4,25 



3,88 



mit Tens id 



8,1 



< 1,5 



< 1,5 



2,5 



3,75 



^ 1,5 



3,25 



^ 1,5 



8,10.15,20,30 



< 1,5 




Durch den Zusatz von Tensid wird eine noch schnellere und weit- 
gehendere Virusinaktivierung erhalten, ohne grOBere Verluste an 
Faktor XIII-Aktivitat in Kauf nehmen zu miissen (vergleiche Bei- 
spiel 13 ) . 
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PatentansprUche 



1. Verfahren zur Herstellung eines virussicheren biologischen 
Praparates unter Anwendung eines Tensids und durch Erhitzen un- 
ter Erhaltung von mindestens 50 % der biologischen Aktivitat 
dadurch gekennzeichnet, daB das Erhitzen in Gegenwart des Ten- 
sids durchgefuhrt wird, worauf vorzugsweise das Tensid entfernt 



wird 
2 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Tensid in einer Menge zugesetzt wird, entsprechend einer Konzen- 
tration von mindestens 1 Gew.%, vorzugsweise im Bereich von 2 
bis 98 Gew.%. 

3. verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Tensid dem in LGsung vorliegenden PrSparat zu- 
gesetzt Wird, worauf dieses lyophilisiert und im lyophilisierten 
Zustand hitzebehandelt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 
lyophilisierte PrSparat auf einen Wassergehalt von mehr als 5 
Gew.% und weniger als 70 Gew.% eingestellt wird und in einem ge- 
schlossenen Behaiter bei einer Temperatur von 50 bis 121 "C min- 
destens 10 min, vorzugsweise 1 bis 30 h bei 60 bis 80-C, hitze- 
behandelt wird- 

5. verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet 
daB das PrSparat in wasseriger Losung vorliegt. 

6. verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Erhitzen bei einer Temperatur im Bereich von 55 bis 65'C wahrend 
exner Zeitdauer durchgefuhrt wird, die ausreicht, um infektiOse 
Agentien zu inaktivieren, vorzugsweise wahrend 2 Minuten bis 100 
Stunden, 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB dem PrSparat ein Kohlenhydrat , vorzugsweise 
Saccharose oder Sorbit, zugesetzt wurden. 
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8 verfahre. naoh Anspruoh 1 Oder 2. dadurch geK.n„.eich„et: 
d^B das Praparat an einen fes«n TrSger ad^orbl.r^ 1st das ad- 
sorbienze Praparat in Suspensibn mit einem Tensid erh.tzt „.rd 
und das virusinaktivierte Praparat gegebenenfalls vom TrSger 
getrennt wird- 

9 verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der LGsung oder der Suspension ein L5sungsvermitt:- 
ler fur Proteine zugesetzt wird. 

10 verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das PrSparat plasmatische Proteine enthalt, vor- 
zugsweise Faktoren der Gerinnung, Fibrinolyse und Thrombolyse, 
Oder deren Inhibitoren. 

11. Virussichere biologische Praparation, erhaltlich nach einem 
der Anspruche 1 bis 10, die in LOsung optisch klar xst. 

12 verfahren zum ErhOhen der Virussicherheit eines biologi- 
schen Praparates unter Erhaltung von mindest:ens 50 %, vorzugs- 
weise 80 % der biologischen Aktivitat, insbesondere der Virus- 
sicherheit gegenuber membranumhullten und nichtz-membranumhUllten 
Viren, dadurch gekennzeichnet , daB das PrSparal: in Gegenwart 
eines Tensids in einer Konzentration von mindestens 1 Gew.%, 
vorzugsweise mehr als 10 Gew.%, bis zu 98 Gew.% erhitzt wird. 

13 verfahren zum Stabilisieren eines biologischen PrSparates 
wahrend einer Hitzebehandlung , dadurch gekennzeichnet, daB das 
Praparal: in Gegenwart eines Tensids in einer Konzentration von 
mindestens 1 Gew.%, vorzugsweise mehr als 10 Gew.%, bis zu 98 
Gew.% erhitzt wird. 

14. Anwendung des Verfahrens nach den Anspruchen 1 bis 10 zur 
Erhohung der Virussicherheit eines biologischen Praparates unter 
Erhaltung von mindestens 50 %, vorzugsweise 80 %, der biologx- 
schen Aktivitat. 

15 verwendung eines Tensids zur verbesserung der virusinakti- 
vierenden Wirkung einer Hitzebehandlung eines biologischen Pra- 
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parates untier Erhalt;ung von mindestens 50 % der biologischen 
AktivitSt. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , daB 
das blologlsche PrSparat in wSsseriger LOsung, in Suspension 
Oder in festrem Zustand hitzebehandelt wird. 
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